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© Verfahren zur lonisierung schwerer Molekule bei Atmospharendruck 

(§) Die Erflndung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
lonisierung von schweren SubstanzmoiekGlen, die sich rein 
oder mlt anderen Substanzen vermischt in fester Form odar 
als Flussigkeitsfilm auf einem festen Trager befinden. Die 
Erflndung besteht darin, die Substanzmolekuie durch mole- 
kulerhaltende Desorption bei Atmospharendruck In einen 
Gasstrom zu bringen, in dem sich genugend lonan odar 
thermische Elaktronan befinden, so daB die groBen Moleku- 
le durch Protonentransfer (APCI — atmospheric pressure 
chemical ionization), Elektronentransfer (CE — charge ex- 
change), oder Elektronenainfang (EC — electron capture) 
iontsiert werden. Die Desorption kann durch einen Laser- 
strahl bawirkt warden. Bei Benutzung zersetzlicher Matrix- 

m substanzen, in denen die groGen Molekule eingebettet sind, 
kann sie aber auch durch photolytlsche. thermolytische oder 

f chemolytische Prozesse erzwungen werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Ionisierung von schweren, 
nichtverdampfbaren Substanzmolekulen bei Atmospha- 
rendruck. Die Erfindung besteht darin, die Substanzmo- 5 
lekule durch eine sich explosiv selbstzersetzende Ma- 
trix, deren Zersetzung durch Laserlicht initiert wird, in 
das Umgebungsgas zu bringen und die Analytmolekule 
anschlieBend durch Ionisierung bei Atmospharendruck 
zu ionisieren (API = atmospheric pressure ionization). 10 
Explosivstoffe bilden eine besonders gunstige Gruppe 
der Matrixmaterialien. 

Allgemeiner Stand derTechnik 

15 

Das Interesse an der massenspektrometrischen Ana- 
lyse groBer Molekule, vor allem groBer Bio- oder Poly- 
mermolekule, ist in den letzten Jahren betrachtlich ge- 
wachsen, und durch eine Reihe von Ionisierungsverfah- 
ren fur diese Molekule moglich geworden. In der Fachli- 20 
teratur sind fur diese Ionisierungsmethoden folgende 
Abkurzungen zu finden: SIMS (Sekundarionen-Mas- 
senspektrometrie), PD (Plasma Desorption), MALDI 
(Matrixunterstutzte Laser- Desorption und -Ionisie- 
rung), FAB (Fast atom bombardment), LSIMS (liquid 25 
SIMS), ESI (Elcktrospruh- Ionisierung). Diese Ionisie- 
rungsarten sind dem Fachmann wohlbekannt 

Mit Ausnahme der Elektrospruh-Ionisierung ist alien 
diesen Methoden gemeinsam, daB sie eine relativ gerin- 
ge Ausbeute an Ionen haben. Von 10000 Substanzmole- 30 
kulen wird nur etwa ein Ion gebildet Der Erfolg dieser 
Methoden ist trotzdem sehr groB, da immerhin von ei- 
nem Attomol Substanz (also von rund 600000 Moleku- 
len) 60 Ionen gebildet werden konnen. Diese konnen im 
Prinzip in geeigneten Massenspektrometern ein Spek- 35 
trum erzeugen, das fur die Bestimmung des Molekular- 
gewichtes ausreichen kann. In der Praxis erreicht man 
diese Empfindlichkeit noch nicht, es werden fur diese 
Bestimmung in guten Flugzeitspektrometern immer 
noch mindestens 1 00 Attomol benotigt. 40 

Fur diese Methoden ist es aber nach wie vor nachteil- 
ig, daB die Probentrager umstandlich fiber Vakuum- 
schleusen ins Vakuum gebracht werden mussen. In bio- 
chemischen Laboratorien ist eine solche Behandlung 
von Proben ungewohnt und fremd, es ist viel bequemer 45 
und gewohnter, Probentrager auBerhalb des Vakuums 
zu belassen. Durch Probentrager, die ins Vakuum ge- 
bracht werden mussen, wird auch die Kopplung der 
Massenspektrometrie mit chromatographischen und 
elektrophoretischen Separationsverf ahren erschwert 50 

Der groBe Erfolg der Elektrospruh-Ionenquellen be- 
steht daher zum Teil darin, daB die Ionisierung auBer- 
halb des Massenspektrometers erfolgt Sie werden in 
alier Regel bei normalem Atmospharendruck angewen- 
deL Die Ionen, die so erzeugt werden, konnen inzwi- 55 
schen relativ effektiv und ohne ubergroBe Verluste ins 
Vakuum eingeschleust und dem Massenspektrometer 
zugefUhrt werden. Dabei konnen je nach technischer 
Ausfuhrung Oberfuhrungsausbeuten zwischen 0,1 bis 
1 % erreicht werden. Da die die vakuum-externe Ionisie- so 
rung nahe an 100% Ausbeute herankommt, sind die 
Spruhmethoden inzwischen sehr effektiv und den Ioni- 
sierungsmethoden im Vakuum um ein bis zwei GroBen- 
ordnungen uberlegen. Allerdings sind sie bisher mit 
hochster Empfindlichkeit nur bei speichernden Massen- 65 
spektrometern (Hochfrequenz-Quadrupoi-Ionenfallen 
oder ICR- Massenspektrometer) einsetzbar. 

Es lassen sich jedoch nicht alle Substanzen durch 
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Elektrospruh- Verfahren ionisieren, und die Nachfrage 
an empfindlicheren Methoden der Ionisierung aus dem 
festen Zustand ist nach wie vor anhaltend groB. Das 
Bestreben geht beispielsweise dahin, die EiweiBe aus 
einer einzigen Zelle in situ analysieren zu konnen. Insbe- 
sondere aber lassen sich elektrophoretisch in Gel- 
Schichten zweidimensional getrennte Substanzen bes- 
ser von Oberflachen herunter ionisieren, statt sie in auf- 
wendigen Schritten emzeln aus dem Gel oder aus Blot- 
Membranen in eine Losung zu extrahieren, die dann 
spruhbar ware. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zu 
finden, das groBe, unverdampfliche Molekule, die sich 
auf einem festen Probentrager befinden, mit groBer Ef- 
fektivitat vorn festen Zustand in den Zustand ionisierter 
Einzelmolekule uberfuhrt und einer massenspektrome- 
trischen Analyse zuganglich macht. Dabei soli die Io- 
nenausbeute gegeniiber heute ublichen Verfahren er- 
hoht und der Umgang mit dem Probentrager verein- 
facht werden. 

Erfindungsgedanke 

Dieses Ziel der Erfindung laBt sich am ehesten errei- 
chen, wenn die Erzeugung von Ionen groBmolekularer 
Substanzen, die bisher in Prozessen wie MALDI mit 
einer eher maBigen Ausbeute im Vakuum stattfindet, in 
den Raum auBerhalb des Vakuums verlegt wird. Dabei 
laBt sich der IonisierungsprozeB, der bisher mit dem 
DesorptionsprozeB unlosbar verbunden war, von die- 
sem trennen. Bei Atmospharendruck laBt sich durch die 
bekannte Methode der Ionisierung bei Atmospharen- 
druck (API), insbesondere durch chemische Ionisierung 
bei Atmospharendruck (APCI), aber auch durch La- 
dungstransfer (CE) oder durch Elektroneneinfang (EC), 
eine wesentlich hohere Ionisierungsausbeute in der Na- 
he von 100% erreichen, so daB trotz der Oberfuhrungs- 
verluste ins Vakuum eine wesentlich erhdhte Ionenaus- 
beute der Untersuchungssubstanz fur die Analyse er- 
reicht werden kann. 

Diese externe Ionisierung wird moglich, weil in in 
jungster Zeit Verfahren bekannt geworden sind, mit de- 
nen sich Ionen, die sich in einem Gas bei Atmospharen- 
druck befinden, sehr effektiv und preiswert einer mas- 
senspektrometrischen Analyse im Vakuum zufuhren 
lassen. Die Einfuhrung des Gases mit den Ionen ins Va- 
kuum kann durch geeignete Kapillaren geschehen, wo- 
bei praktisch sehr hohe Oberfuhrungsausbeuten fur die 
Ionen erreicht werden. Die Benutzung neu auf dem 
Markt befindlicher zweistufiger Turbomolekularpum- 
pen mit zusatzlicher Dragstufe zur differentiellen Be- 
pumpung solcher EinlaBsysteme macht die Ioneneinfuh- 
rung inzwischen relativ preiswert. Der sehr effektive 
Einfang und die Fuhrung der Ionen in langgestreckten 
Multipolanordnungen zum Massenspektrometer haben 
dazu geffihrt, daB die extern erzeugten Ionen mit hohen 
Ausbeuten von bis zu 1% dem Massenspektrometer 
zugefuhrt werden kdnnen. 

Das Problem ist dabei die zerstorungsfreie Oberfuh- 
rung der nichtverdampfbaren Analytmolekule vom Pro- 
bentrager in das Umgebungsgas. Die Oberfuhrung muB 
sehr schnell sein, da sich sonst die Molekule durch Ener- 
gieaufnahme zersetzen. Die Analytmolekule sollen weit 
in das Gas vor dem Probentrager transportiert werden, 
um eine Ruckkondensation zu vermeiden. Es soli ande- 
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rerseits nicht zu Clusterbildungen mit Matrixmaterial 
oder zu Kondensationen der Analytmolekule kommen, 
die in Umgebungsgas sehr leicht auftreten. 

Es ist daher ein Grundgedanke der Erfindung, den 
DesorptionsprozeB in das Umgebungsgas hinein durch 5 
eine sich photolytisch oder thermoiytisch zersetzende 
Matrbcsubstanz zu unterstutzen. Die Zersetzung soli au- 
Berordentlich schnell erfolgen und nur leichte Gase zu- 
rticklassen. Die Gase sollen die schweren Molekule in 
das Umgebungsgas hineinblasen. 10 

Fur diese Aufgabe eignen sich organische Explosiv- 
stoffe wie beispielsweise Zellulosetrinitrat, TNT, Pikrin- 
saure oder Xyiit in besonderem MaBe, aber auch metall- 
organische Stoffe wie Silberazid oder Bleiazid kdnnen 
Verwendung finden. Auch normalerweise nicht als 15 
Sprengstoffe verwendete Mittel wie beispielsweise Zel- . 
lulosedinitrat (diem ais Grundlage der Nitrolacke und 
verpufft bei Erwarmung) konnen verwendet werden. 
Die organischen Explosivstoffe zersetzen sich in die 
Gase Wasser, Kohlenmonoxid, Kohlendioxid und Stick- 20 
stoff, es bleibt kein Ruckstand. Sie konnen mit metallor- 
ganischen Ztindmitteln (Bleiazid) versetzt werden, urn 
die ZGndtemperatur herabzusetzen. Der Zusatz von an- 
deren leicht thermoiytisch zersetzlichen, aber dabei 
Energie aufnehmenden organischen Materialien, wie 25 
beispielsweise einfachen Zukkern, kann zur Herabset- 
zung der Gastemperatur dienen. 

Die Zersetzungsprozesse der Matrixmolekule wer- 
den, wie schon in ahniicher Weise beim Vakuum-MAL- 
DI-ProzeB bekannt, durch die Einstrahlung von Laser- 30 
licht initiiert Dabei ist ein Pulslaser einem Dauerstrich- 
laser vorzuziehen, da die Zersetzung dann zu einer ex- 
plosionsahnlichen Ausdehnung einer kleinen Wolke des 
Zersetzungsdampfes fuhrt, und die groBen Molekule 
gasdynamisch mitgenommen werden, bevor sie sich 35 
wieder adsorptiv an den Untergrund binden kdnnen. Es 
ist aber auch eine Dauerstrich-Einstrahlung moglich, 
wenn eine gute Fokussierung vorliegt und Probentrager 
und Laserfokus relativ so zueinander bewegt werden, 
daB standig frisches Matrixmaterial photo- oder ther- 40 
molytisch zersetzt werden kann. 

Diese molekulzerstorenden Prozesse sollen dabei 
nicht auf die Untersuchungsmolekule selbst wirken. Da- 
zu ist es besonders gunstig, die Analytmolekule nicht in 
die Matrix einzubetten, sondern auf der Oberflache zu 45 
deponieren. Werden die Matrixsubstanzen so ausge- 
sucht, daB ihre Zersetzungsprodukte im Normalzustand 
gasfdrmig sind, werden bei rapider Zersetzung der zu- 
grundeliegenden Matrixschicht die aufgelagerten, gro- 
Ben Untersuchungsmolekule wohlbehalten in die Gas- 50 
phase katapultiert 

Die meisten organischen Explosivstoffe sind nicht in 
Wasser, wohl aber in Azeton, loslich. Sie kdnnen daher 
(wie schon die Nitrolacke) sehr einfach als dunne Lack- 
schicht auf den Probentrager aufgebracht werden. Die 55 
meisten dieser Stoffe sind zudem sehr absorptiv, so daB 
groBe Analytmolekule, die in waBriger Losung aufge- 
bracht werden, sich an der Oberflache adsorptiv binden. 
Es ist sogar moglich, Salze und andere Puffermittel, die 
den Ldsungen zugegeben waren, ohne groBe Verluste 60 
an Analytmoiekulen wieder wegzuwaschen. 

Die Lackschichten konnen leicht so dunn gemacht 
werden, daB die explosive Zersetzung auf den vom La- 
serlicht bestrahlten Teil der Schicht beschrankt bleibt 
Explosivstoffe lassen sich im allgemeinen leicht derivati- 55 
sieren, ohne ihre Zersetzlichkeit zu verlieren. Damit 
konnen sie relativ leicht so verandert werden, daB sie 
das Licht der benutzten Laserwellenlange absorbieren. 



Anders als bei MALDI mussen bei der Desorption bei 
Atmospharendruck die freiwerdenden zersetzten Ma- 
trixroolekule nicht die Aufgabe ubernehmen, die groBen 
Analytmolektile zu ionisieren. Die Auswahl der Matrix- 
molekiile richtet sich daher nur nach deren Fahigkeit 
zur desorptiven Befreiung der groBen Molekule. Im Ge- 
gensatz dazu muBte bei MALDI jeweils ein KompromiB 
zwischen absorptiver Energieaufnahme der Matrix 
durch die Photonen, Verdampfbarkeit und Ionisierungs- 
fahigkeit geschlossen werden, was dazu fuhrte, daB bis- 
her keine fur alle Proteine, andere Biomolekiile und 
Polymere gemeinsam optimale Matrbcsubstanz gefun- 
den werden konnte. Es befinden sich viele verschiedene 
Matrixsubstanzen im Einsatz, und oft muB die optimale 
Matrbcsubstanz von Fall zu Fall in langwierigen Schrit- 
ten ermittelt werden. 

Es ist daher Grundlage der Erfindung, dem Gasstrom, 
in den hinein die groBen Analytmolekule katapultiv de- 
sorbiert werden, in an sich bekannter Weise Ionen ma- 
Big groBer Reaktantgasmolekiile zur positiven oder ne- 
gativen Ionisierung der Analytmolekule im OberschuB 
beizugeben (API = atmospheric pressure ionization). 

Die Auswahl der chemisch ionisierenden Reaktantga- 
sionen richtet sich nach den Ionisierungsenergien der 
Biomolekiile. Die Reaktantgase mussen in dem Umge- 
bungsgas stabile Ionen bilden, die leicht andere Sub- 
stanzen durch Abgabe von Protonen ionisieren konnen, 
und ihre lonisierungsenergie muB uber der der zu ioni- 
sierenden groBen Molekule liegen, ansonsten ist der 
Auswahl uberhaupt keine Grenze gesetzt 

Die Ionisierung der Reaktantgase kann in bekannter 
Weise geschehen, beispielsweise uber eine Zelle mit ei- 
nem Beta-StrahJer, oder durch eine Corona-Entladung. 
Dabei hat es sich als zweckmaBig erwiesen, zunachst 
nur leicht feuchte Luft oder leicht feuchten Stickstoff 
durch den Beta-Strahler oder die Corona-Entladung zu 
ionisieren. Dabei wird zunachst der im OberschuB vor- 
handene Stickstoff ionisiert, wobei aber sehr rasch 
durch Ladungsaustausch Wasser-Ionen gebildet wer- 
den, die nach kurzer Wegstrecke des Gases ausschlieB- 
lich vorhanden sind und dann die weitere Ionisierung 
ubernehmen. Dem Strom dieses Gemisches aus Gasmo- 
lekulen und Wasser-Ionen wird dann das Reaktantgas in 
einer Konzentration von wenigen Prozenten beige- 
mischt, worauf sehr schnell die Wasser-Ionen mit den 
Reaktantgas-Molekulen unter Bildung der Reaktant- 
gas-Ionen reagieren, die dann aus energetischen Griin- 
den ausschlieBlich iibrigbleiben. Im Gegensatz zur nor- 
malen chemischen Ionisierung, fur die vorzugsweise 
Methan, Athan oder Isobutan verwendet werden, kdn- 
nen hier bevorzugt schwerere Reaktantgase verwendet 
werden. Insbesondere hat sich fiir diesen Zweck Xylol 
bewahrt, da es die groBen Biomolekiile ionisiert, ohne 
eine Fragmentierung zu bewirken. Der Unterschied der 
Ionisierungsenergien zwischen Xylol und den groBen 
Biomolektilen ist so gering, daB keine OberschuBener- 
gie zur Fragmentierung vorhanden ist Andererseits 
hegt die lonisierungsenergie des Xylols unter den Ioni- 
sierungsenergien von moglichen Verschinutzungen des 
Umgebungsgases, so daB Xylol als relativ universelles 
Reaktantgas angesehen werden kann. Es gibt aber eine 
groBe Zahl an Substanzen, die ahnlich gunstig sind wie 
Xylol 

Die Ionisierungsausbeute an groBen Analytmoieku- 
len kann insbesondere dadurch gesteigert werden, daB 
die kleinen Reaktantgas- Ionen durch ein axial angeord- 
netes elektrisches Feld relativ zum stromenden Gas be- 
wegt werden, ahnlich wie das in einem Ionen-Mobili- 
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tats-Spektrometer geschiehL Die Anzahl der StoBe der 
kleineren Reaktantgas-Ionen mit moglichst vielen stro- 
menden Analytmolekuien wird dadurch erhoht, daB die 
Reaktamgas-Ionen das Gas regelrecht durchpflfigen. 

Es ist eine weitere Grundidee der Erfindung, den Rest 
dieser mSBig groBen Reaktantgasionen vor Erreichen 
des Massenspektrometers wieder auszufiltern. Das Aus- 
filtern kann in einfacher Weise im Vakuum mit den io- 
nenfuhrenden Multipolanordnungen geschehen, die ei- 
ne untere Massen-Abschneidegrenze fur den Einfang 
und die Weiterleitung von Ionen haben. 

Es ist jedoch auch moglich, die uberschussigen Reak- 
tantgas-Ionen bereits in der Eingangskapillare zum 
Massenspektrometer auszufiltern. Langs der Eingang- 
kapiliare wird normalerweise ein elektrisches Langsfeld 
angelegt Die Ionen werden dann durch den Gasstrom 
viskos gegen dieses Feld mitgenommen und auf ein ho- 
heres Potential gehoben. Dabei bewegen sich die Ionen 
aufgrund ihrer Ionenmobilitat gegen den Gasstrom. Da 
sich leichte Ionen schneller bewegen als schwerere, exi- 
st iert eine untere Transportgrenze fur die Ionen. Leic**- 
tere Ionen konnen sich schneller bewegen als es der 
Gasgeschwindigkeit in der Kapillare entspricht, daher 
werden sie nicht in das Massenspektrometer transpor- 
tiert. Durch den Einbau einer filternden Wegstrecke, 25 
langs der das elektrische Feld so groB ist, daB die Reak- 
tantgasionen nicht transportiert werden konnen, kon- 
nen diese ausgeflltert werden. Diese Methode hat den 
Vorteil, daB die Raumladungsdichte in der Kapillare 
kleiner wird, und die schweren Analytmolekule eine 
bessere Transportausbeute zeigen. AuBerdem laBt sich 
zu Beginn dieser Filterstrecke eine besonders hohe Aus- 
beute fur Analytionen erhalten. 

Mit Molekulionen kleinerer Reaktantgasmolekule 
kann auch eine mehrfache Ionisierung der schweren 35 
Moiekule bewtrkt werden. 

Es ist auch moglich, dem Gasstrom negative Ionen 
oder thermische Elektronen beizugeben, um negative 
Ionen der groBen Biomolekule zu erzeugen. Diese Art 
der Ionenerzeugung isi besonders bei Nukleotiden von 
Bedeutung. 

Weitere Vorteile der Erfindung 

Photolytisch zersetzbare Matrixmolekfile konnen 
auch eine Kuhiung der groBen Molektile und damit eine 
bessere Stabilitat bewirken, wie es beispielsweise durch 
die Beimengung photolytisch zersetzbaren Zuckers als 
sogenannte ..Ko-Matrix" in bisherigen MALDI- Verfah- 
ren bekannt geworden ist Die Kuhiung im Gasstrom 
dient ebenfalls der weiteren Stabilisierung der groBen 
Ionen. 

FUr bestimmte Arten von Massenspektrometern 1st 
es besonders vorteilhaf t, daB die Ionen in der Eingangs- 
kapillare des Massenspektrometers gegen eine Potenti- 
aldifferenz angepumpt werden konnen. Sie konnen da- 
mit auf das Beschleunigungspotential dieser Massen- 
spektrometer gehoben werden. Dieses Anpumpen ge- 
gen eine Potentialdifferenz ist automausch mit einer 
Bewegung aller Ionen relativ zu den NeutralmolekOlen 
des Gases verbunden, was sich wiederum gunstig auf die 
lonisierungsausbeute fur groBe Moiekule auswirkt Es 
ist nicht auszuschlieBen, daB dadurch sogar groBe Mole- 
kul-Ionen in die Mitte des Gasstrahls in der Kapillare 
fokussiert werden, wodurch die Oberfuhrungsausbeute 
erhoht wird. 

Von besonderem Vorteil ist aber der leichte Umgang 
mit dem Probentrager auBerhalb des Vakuums. Der 



Probentrager muB nicht erst umstandlich fiber eine Va- 
kuumschleuse in das Vakuumsystem eingeschleust wer- 
den. In besonders gunstiger Ausfuhrungsform kann der 
Probentrager einfach auf eine kleine Bewegungsvor- 
5 richtung aufgeiegt werden, das Massenspektrometer ist 
dann sof ort zur Aufnahme der Spektren bereit 

Gunstig ist auch die Moglichkeit zur zweidimensiona- 
len Bewegung der Probentrager an Atmospharendruck. 
Diese ist im Gegensatz zur Bewegung im Vakuum au- 
10 Berordentlich einfach und preiswert herzustellen. Eine 
Bewegung im Vakuum ist dagegen kompliziert und teu- 
er, da die Antriebe auBerhalb des Vakuums verbleiben 
mussen, und die Cbertragung der Bewegungen fiber 
Balge oder andere Obertragungsglieder vorgenommen 
15 werden muB. AuBerdem ist die Verwendung von 
Schmiermitteln im Vakuum nicht moglich, so daB sehr 
teuere selbstschmierende oder gleitende Materialien 
verwendet werden mussen. 
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Kurze Beschreibung der Bilder 

Fig. 1 zeigt ein Schema einer bevorzugten Vorrich- 
tung nach dieser Erfindung. 

(1) Ansaugoffnung fur f euchte Luf t, 

(2) Hochspannungsdurchfuhrung und Nadel fur die 
Corona-Entladung, 

(3) Ionisierungskammer ffir Luft, 

(4) Zuf uhrung des Reaktantgases, 

(5) Arbeitsplatte mit Loch zum Auflegen der Pro- 
bentrager (in einem nicht gezeigten beweglichen 
Rahmen), 

(6) Fenster ffir die Einstrahlung fokussierten Laser- 
lichts, 

(7) Probentrager mit Untersuchungssubstanz auf 
der Unterseite, mit einer hier nicht gezeigten Be- 
wegungsvorrichtung in zwei Dimensionen ver- 
schiebbar, 

(8) Fokussierungslinse ffir das Laserlicht, 

(9) Zufuhrungskanai fur das Gemisch aus Gas und 
Ionen zur Eingangskapillare, 

(10) Wand des Vakuumsystems fur das Massen- 
spektrometer, 

(11) Eingangskapillare, durch die das Gemisch in 
das diff erentielle Pumpsystem eingefuhrt wird, 

(12) erste Kammer des differentiellen Pumpsy- 
stems, 

(13) Gasabstreifer mit Durchgangsloch fur die Io- 
nen in der Wand zur nachsten Kammer der diffe- 
rentiellen Pumpanordnung, 

(14) Wand zwischen erster und zweiter Kammer 
des differentiellen Pumpsystems, 

(15) zweite Kammer des differentiellen Pumpsy- 
stems, 

(16) Ionenleitvorrichtung aus einem langgestreck- 
ten Multipolf eld mit stabformigen Polen, 

(17) Durchbruch in der Wand der zweiten Kammer 
zur Hauptvakuumkammer des Massenspektrome- 
ters, 

(18) Hauptvakuumkammer des Massenspektrome- 
ters, 

(19) Endkappe eines Massenspektrometers auf Ba- 
sis einer Quadrupol-Hochfrequenz-Ionenfalle, 

(20) Ringelektrode der Ionenf alle, 

(21) Laser zur Desorption der Untersuchungssub- 
stanz, 

(22) Pumpstutzen der ersten Kammer des differen- 
tiellen Pumpsystems, 
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(23) Pumpstutzen der zweiten Kammer, 

(24) Pumpstutzen der Hauptvakuumkammer des 
Massenspektrometers. 

Fig. 2 zeigt eine Hexapolanordnung als Ionenleitvor- 
richtung. Die Poistabe sind mit einer Hochfrequenz- 
spannung beschickt, wobei sich die Phase jeweils zwi- 
schen benachbarten Staben wechselt, 

Fig. 3 zeigt eine gegenuber Fig. 1 leicht veranderte 
Anordnung mit einer Mischkammer (25), in der der Gas- 
strom mit den Probemolekulen durch einen Gasstrom 
mit den Reaktantgasionen umhullt wird. Die Anordnung 
verhindert weitgehend WandsoBe der Probenmolekiile. 
Die Bedeutung der anderen Zahlen wie in Fig. 1. 

Besonders gunstige Ausftihrungsformen 

Fig. 1 zeigt ein Schema einer bevorzugten Vorrich- Saugstrom halt den Gasstrom durch die Ansaugoffnung 

tung nach dieser Erfindung. Durch eine Offnung(l) wird 20 (1) in die lonisationskammer, den Nebenstrom durch 

feuchte Luft in eine lonisationskammer (3) gesaugt, in den Spalt zwischen Arbeits- und Tragerplatte, und den 

der sich an einer Nadel (2), die sich unter Hochspannung Strom durch den Kanal (9) aufrecht, ohne daB es einer 

befindet, eine Corona-Entladung ausbildet. Die Corona- zusatzlichen Bepumpung bedarf. In dem Kanal (9) mit 

Entladung kann auch durch einen Beta-Strahler an der einem Durchmesser von etwa 1,5 Millimeter wird dabei 

Wand der lonisationskammer (3), beispielsweise Ni 63 , 25 eine in etwa laminare Stromung mit einer Zentralge- 



biert. Sie werden durch den zusatzlichen Nebenstrom, 
der durch den feinen Abstandsspalt zwischen Trager- 
und Arbeitsplatte eindringt, mitgenommen und mit dem 
Gemisch aus Gas und Ionen vermischt 

Es kann die Probentragerplatte auch aus einem trans- 
parenten Material wie beispielsweise Glas oder Kunst- 
stoff hergestellt werden. Es ist dann mdglich, den Laser 
liber der Platte anzuordnen, und das Laserlicht durch 
die Probentragerplatte hindurch zuzufuhren. Diese An- 
ordnung fuhrt zu einer einfacheren Konstruktion. 

Das Gemisch aus LuftmolekOlen, Re aktantgas- Ionen, 
Matrixmolekulen und Molekulen der Untersuchungs- 
substanz wird nun fiber den Kanal (9) der Eingangska- 
pillare (11) zugefuhrt, die durch die Wand (10) des Mas- 
15 senspektrometers ins Vakuum reicht Die Eingangska- 
pillare mit einem Innendurchmesser von 0,5 Millimetern 
und einer Lange von 10 bis 15 Zentimetem saugt dabei 
ein bis zwei Liter Luft pro Minute ins Vakuum. Dieser 



ersetzt werden. Bei Benutzung von Ni 63 sollte die Ioni 
sierungskammer (3) einen Durchmesser von etwa 
10 Millimetern haben, da die Elektronen des Ni 63 einen 
Weg von etwa 6 Millimetern durchlaufen, bevor sie in 
Luft bei Atmospharendruck ihre kinetische Energie ver- 
lieren und gestoppt werden. Am Ende ihres Weges bil- 
den sie die meisten Ionen. 

In der lonisationskammer (3) werden zunachst ganz 
uberwiegend StickstofMonen gebildet, die aber rasch 
mit Wassermolekiilen H 2 0 zu Wasser-Ionen OH + und 
OH2 + reagieren. Durch weitere Reaktionen der Was- 
ser-Ionen mit Wassermolekiilen wird ein uberwiegen- 
der Anteil an Ionen der Form Ohh* gebildet. Diese 
Ionen sind ganz besonders zu chemischer lonisierung 
durch Abgabe eines Protons befahigt 

Dem stromenden Gas wird durch die Zufiihrung (4) 
ein niedriger Prozentsatz an Reaktantgas, beispielswei- 
se Xylol, beigemischt In kOrzester Zeit werden die Xy- 
lolmolekule durch Protonierung durch die Wasser-Io- 
nen zu energetisch viel giinstigeren protonierten Xylol- 
Ionen verwandelt, wobei sich die Wasser-Ionen verzeh- 
ren. Wenn der Gasstrom zum Loch in der Arbeitsplatte 
(5) gelangt, sind praktisch nur noch Xylol-Ionen vorhan- 
den. 

Auf der Arbeitsplatte (5) mit einem Loch liegt der 
Probentrager (7). Die Untersuchungssubstanz befindet 
sich in einer sehr dunnen Schicht auf der Unterseite der 
Tragerplatte (7), zusammen mit Matrixmolekulen. Der 
Probentrager liegt in einem nicht gezeigten Rahmen 
einer ebenfalls nicht gezeigten x-y-Bewegungsvorrich- 
tung, der einen feinen Abstand zwischen Probentrager 
und Arbeitsplatte halt Dadurch wird die Untersu- 
chungssubstanz vor Beruhrungen mit der Arbeitsplatte 
geschiitzt Durch den feinen Abstandsspalt wird — ge- 
wollt — aber auch etwas Umgebungsluft (oder Stick- 
stoff) als Nebenstrom in den Gaskanal gezogen. Aus 
dem preiswerten Stickstoff-Laser (21) werden Lichtblit- 
ze mit 337 Nanometer Wellenlange abgegeben, die 
durch die Linse (8) fokussiert durch das Fenster (6) und 



schwindigkeit von etwa 20 Metern pro Sekunde er- 
reicht. Der Kanal (9) wird zweckmaBigerweise konisch 
ausgefuhrt, um einen guten und turbulenzfreien Ober- 
gang in die Eingangskapillare (1 1) zu bieten. 

Im wesentlichen werden nun die Untersuchungsmole- 
kule durch chemische lonisierung bei Atmospharen- 
druck (APCI) im Kanal (9) ionisiert Diese lonisierung ist 
im allgemeinen sehr effektiv und kommt an 100% Io- 
nenausbeute heran, wenn die Konzentration der Reak- 
tantgasionen ausreichend hoch ist. Durch WandstoBe im 
Kanal (9) und in der Eingangskapillare (11) gehen aller- 
dings etwa 90% der Ionen verloren, immerhin ist die 
Ausbeute sehr hoch. Der Kanal (9) soil daher so kurz 
wie moglich gehalten werden. 

Bei niedrigen Konzentrationen an Reaktantgasionen 
ist es zur Erhohung der Ionisierungsausbeute auch mog- 
lich, einen Teil des Kanals (9) durch Anbringen eines 
axial gerichteten elektrischen Feldes als Ionendriftstrek- 
ke auszubilden. Wird die Eingangskapillare (11) dazu 
benutzt, die Ionen genen ein elektrisches Potential an- 
zupumpen, so ist damit automatisch eine Erhohung der 
Ausbeute an schweren Ionen gegeben. 

In der ersten Kammer (12) der Differenzpumpeinrich- 
tung, die durch den Stutzen (22) von einer Vorvakuum- 
pumpe bepumpt wird, werden die Ionen durch die adia- 
batische Expansion des Gases am Ende der Eingangska- 
pillare beschleunigt und gleichzeitig gekuhit Sie bilden 
einen kegelformigen Strahl von etwa 20° Offnungswin- 
keL Durch ein elektrisches Ziehfeld (nicht gezeigt) zum 
Gasabstreifer (13) hin kann ein betrachtlicher Teil der 
Ionen durch die Offnung des Gasabstreifers (13), die 
etwa 1,2 Millimeter Durchmesser hat, in die zweite 
Kammer (15) des differentiellen Pumpsystems uberf Qhrt 
werden. In der zweiten Kammer (15) werden die Ionen 
60 praktisch vollstandig von der lonenleitvorrichtung (16), 
die aus langgestreckten Polstaben besteht und ein elek- 
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trisches Multipolfeld erzeugt, aufgenommen. Der Ein- 
fang der Ionen durch die lonenleitvorrichtung wird da- 
bei ganz wesentlich durch die gasdynamischen Prozesse 
das Loch in der Arbeitsplatte (5) auf den Probentrager 65 im Gasabstreifer unterstutzt Diese Ionenleitvorrich- 
fallen und dort die Matrixmolekule in explosionsartigen tung fuhrt die Ionen durch die Kammer (15), einen 
Verpuffungen verdampfen lassen. Dabei werden die Wandausbruch (17), und die Hauptvakuumkammer (18) 
UntersuchungsmoIekUle mit in den Gasstrom desor- zum Massenspektrometer, das hier ais Hochfrequenz- 
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Quadrupol-Ionenfalle mit Endkappen (19) und Ring- 
elektrode (20) ausgebildet ist 

Die Ionenleitvorrichtung ist vorzugsweise als Hexapo- 
lanordnung ausgebildet und besteht aus sechs etwa 15 
Zentimeter langen Poistaben von je nur einem Millime- 
ter Durchmesser (siehe Fig. 2), die durch nicht gezeigte 
Keramikhalter zueinander fixiert sind Die dunnen Pol- 
stabe sind auf dem Umfang eines Zylinders angeordnet 
und umschlieBen einen leeren Innenzyiinder von nur 
2 Millimeter Durchmesser. Mit einer Hochfrequenz- 
spannung von etwa 600 Volt bei 3,5 Megahertz hat die- 
ser Multipol eine untere Abschneidegrenze fur einfach 
geladenen lonen bei etwa 150 atomaren Masseneinhei- 
ten. Damit haben die lonen des Xylols, die protoniert 
nur 107 atomare Masseneinheiten schwer sind, inner- 
halb der Ionenleitvorrichtung keine stabilen Bahnen 
und werden ausgeschieden. Auch lonen von Resten der 
Matrixmolekule konnen so ausgeschieden werden, 
wenn ihr Molekulargewicht entsprechend klein ist. Nur 
die schweren lonen der Untersuchungssubstanz kon- 
nen, wie erwunscht, das Massenspektrometer erreichen. 

Fig. 3 zeigt eine gegenuber Fig. 1 leicht veranderte 
Anordnung. Die durch das Licht aus dem Laser (21) 
desorbierte Substanz wird hier zunachst durch den Ne- 
benstrom rnitgenommen, der durch den Spalt zwischen 
Arbeitsplatte (5) und Tragerplatte (7) eindringt Das Ne- 
bengas umhullt den Strom der Probenmolekule und ver- 
hindert WandstoBe der Probenmolekule. Der Strom aus 
Gas mit den Probenmolekulen wird erst in einer Misch- 
kammer (25) mit dem Gasstrom umhullt, der die Reak- 
tantgasionen enthalt Diese dringen durch Diffusion in 
den zentralen Gasstrom ein und bewirken die chemi- 
sche Ionisierung der Probenmolekule. 

Auch hier kann eine transparente Ausbildung der 
Probentragerplatte die Konstruktion eines entspre- 
chenden Gerates vereinfachen. Es entfallt dann der Tot- 
raum zwischen Loch in der Arbeitsplatte (5) und dem 
Fenster (6) fiir den LaserstrahL 

Es ist nicht unbedingt notwendig, die Reaktantgas-Io- 
nen vor der Vermischung mit dem Gasstrom, der die 
Probenmolekule enthalt, zu erzeugen. Es kann auch der 
Gasstrom mit Luft Wasserdampf, Reaktantgas, Matrix- 
Zersetzungsprodukten und Analytmolekiilen nach ihrer 
Mischung im Kanal (9) ionisiert werden, beispielsweise 
durch eine Wandbelegung mit Ni 63 . 

Die Tragerplatte (7) kann in ihrer Bewegungsvorrich- 
tung (nicht gezeigt) in zwei Richtungen auf der Arbeits- 
platte (5) verschoben werden. Die Verschiebung wird 
durch einen Rechner gesteuert und erlaubt es, die Bele- 
gung der Tragerplatte mit Substanzen zweidimensional 
zu erf assen. Es konnen damit Platten mit zweidimensio- 
nal aufgetrennten Substanzen aus zweidimensionaler 
Elektrophorese abgetastet und nach der Verteilung von 
Proteinen oder anderer Untersuchungssubstanzen un- 
tersucht werden. Insbesondere konnen Rlot-Membra- 
nen, die nicht aus einfacher Zellulose, sondern aus 
SchieBbaumwolle gefertigt sind, nach ublicher Beladung 
mit den zweidimensional getrennten Substanzen direkt 
auf den Probentrager aufgebracht und fur dieses Ver- 
fahren benutzt werden. 

Die lonen kdnnen in der Eingangskapillare (1 1) gegen 
eine Hochspannung angepumpt werden wobei aber ei- 
ne untere Abschneideschwelle fur leichte lonen besteht, 
die fur das Ausfiltem von Reaktantgasionen benutzt 
werden kann. Beispielsweise hat Stickstoffin einer 16 
Zentimeter langen Kapillare mit einem Innendurchmes- 
ser von 0,4 Millimetem eine Geschwindigkeit von 128 
Metern pro Sekunde. Legt man uber ein Teilstiick der 



Kapillare ein elektrisches Gegenfeld von 2000 Volt pro 
Zentimeter, so bewegen sich lonen mit einer Masse von 
110 atomaren Masseneinheiten ebenfalls mit 128 Me- 
tern pro Sekunde in Gegenrichtung durch den Stick- 
stoff, sie werden also vom Gas nicht mehr vorwarts 
transportiert Die lonen von Xylol werden also nicht in 
das Vakuum des Massenspektrometers gebracht lonen 
der Masse 1000 atomare Masseneinheiten haben jedoch 
nur eine Mobilitatsgeschwindigkeit von rund 30 Metern 
pro Sekunde, sie werden daher leicht vom stromenden 
Gas transportiert 

Durch Injektion thermischer Elektronen in den Gas- 
strom kann der ProzeB des Elektroneneinfangs gestar- 
tet werden. Diese konnen wiederum leicht mit Hilfe 
eines Beta-Strahlers in ein sauberes Gas injiziert wer- 
den, wobei sich die anfangliche kinetische Energie sehr 
schneil thermalisiert Der ProzeB des Elektronenein- 
fangs findet am besten nach Mischung mit den Proben- 
molekulen statt, da die Elektronen sehr schneil entwei- 
chen. 

Es konnen durch die Elektronen aber auch in bekann- 
ter Weise zunachst negative Reaktantgas-Ionen erzeugt 
werden, wenn ein Reaktantgas hoher Elektronenaffini- 
tat verwendet wircL Fur die Ionisierung mit negativen 
lonen bei Atmospharendruck wird manchmal die Ab- 
kurzung APNCI verwendet Diese Art der Ionisierung 
ist besonders fur Nukleotide wichtig. 

Patentansprflche 

1. Verfahren zur Ionisierung schwerer Analytmole- 
kiiie, die sich auf einem festen Probentrager in ei- 
ner Gasumgebung bei Atmospharendruck befin- 
den, dadurch gekennzeichnet, 
daB sich auf dem festen Probentrager auBer den 
Analytmolekulen eine zersetzliche Matrbcsubstanz 
befindet, 

daB diese durch Licht aus einem Laser zur Zerset- 
zung gebracht wird, wobei die Zersetzungsproduk- 
te die Analytmolekule in die Gasumgebung trans- 
portieren, 

und daB die Analytmolekule in an sich bekannter 
Weise durch Ionisierung bei Atmospharendruck 
(API) ionisiert werden. 
45 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Explosivstoffe als Matrixsubstanz 
verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Explosivstoffe mit anderen Stof- 

50 fen vermengt sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Matrixmaterial 
als dUnne Lackschicht auf den festen Probentrager 
aufgebracht ist 

55 5. Verfahren nach einem der bisherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Analytmolekule 
mit dem Matrixmaterial innig vermengt sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet daB Analytmolekule auf die Oberflache 

60 der Lackschicht aus Matrixmaterial aufgebracht 
sind. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet daB das Gas vor 
dem Probentrager stromt und die Analytmolekule 

65 transportiert 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet daB sich die Reaktantgasionen fur die che- 
mische Ionisierung im stromenden Gas befinden, 
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bevor dieses den Probentrager erreicht 

9. Verfahren nach Ansprach 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die Reaktantgasionen in einem 
zweiten Gasstrom befinden, der sich mit dem vom 
Probentrager herkommenden Gasstrom vermischt 5 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die sich bildenden 
Analytionen in dem Gasstrom einem Massenspek- 
trometer zugeftihrt werden, 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, daB die Reaktantgasionen vor Erreichen 
des Massenspektrometers ausgefiltert werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ausbeu- 

te an groBen Ionen der Untersuchungssubstanz da- 15 
durch erhoht wird, daB ein Teil der Gasfuhrung 
zum Massenspektrometer durch ein axiales elektri- 
sches Feld als Ionendriftstrecke ausgebildet ist 
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